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論文内容の要旨 
急性腎障害は高齢化に伴いその頻度が増えているが，その回復が不十分であると慢性腎
不全に移行することが近年明らかになった．炎症性サイトカインの上昇およびそれに引き
続く炎症細胞の浸潤が急性腎傷害の悪化に関与しており，それらの抑制を腎臓特異的に行
う手法が確立されれば，将来的な治療法として有望と思われる． 
オリゴヌクレオチドとは 20 塩基対前後よりなる 1 本鎖の DNA もしくは RNA であり，細
胞内に導入した場合，それに相補的な mRNA の翻訳を阻害し細胞の機能を調整することが
可能である．細胞および組織へのオリゴヌクレオチドの導入による機能の調整は，効果が
一過性であることに加え遺伝子改変を伴わないことから，安全性が高いと考えられており，
臨床への応用が期待されている．一方で，オフターゲット効果により標的組織や細胞以外
にオリゴヌクレオチドが導入されることは極力避けなければならない． 
遺伝子導入方法のひとつにマイクロバブル併用超音波照射法(ソノポレーション法)があ
る．導入したい遺伝子とマイクロバブルを混注したうえで投与し，その直後に超音波を標
的臓器，細胞に照射する．するとマイクロバブルが超音波の振動により破裂し，その衝撃
波で細胞膜を貫通する小孔が形成され，そこを通じて遺伝子を導入することができる． 
我々は，同法により，特異的，効率的なオリゴヌクレオチドの腎臓への導入を試み，そ
の導入部位や導入のメカニズムについて検討した．加えて，虚血再潅流傷害(IRI)を誘導し
た腎臓へ TNFαに対する siRNA(siTNFα)を同法により導入し，腎傷害の軽減効果を検討した． 
まず，最適な超音波条件の設定を検討した．出力と照射時間を変更し，照射した腎に傷
害を惹起させうるかどうかを，尿細管傷害マーカーである KIM1 の免疫染色およびウェス
タンブロッティングにて評価した．出力が 3watts/cm2 以上，もしくは照射時間が 2 分以上
の条件下では，KIM1 陽性尿細管の出現，および KIM1 の産生亢進を認めたことから，最適
な超音波条件を，出力 2watts/cm2，照射時間 1 分とした． 
次に，赤色蛍光物質 Dylight547 標識オリゴヌクレオチド(DLO)を用い，これとマイクロバ
ブルを混合し開腹直視下にマウス下大静脈より静注後，左腎への超音波照射を行い，翌日
臓器の摘出を行った．すると左腎に赤色蛍光の取り込みを認めたが，右腎および他臓器(心，
大動脈，肺，肝，脾，脳，胃，小腸，大腸，骨格筋，精巣)にはほとんど認めなかった．さ
らに，腎の尿細管や糸球体，血管内皮などの各種マーカーによる共染色を行うと，左腎の
赤色蛍光取り込み部位は近位尿細管が主体であることが明らかとなった．また，赤色蛍光
は近位尿細管の管腔側にある刷子縁直下に多く認められた． 
また，導入したオリゴヌクレオチドの機能性を検討するため，オリゴヌクレオチドに GFP
に対する siRNA(siGFP)を用い，全身性 GFP 発現マウスに対し同様の方法で左腎特異的導入
を試みた．qRT-PCR にて GFP の発現を臓器別に評価すると，左腎のみ 1 割程度の低下を示
し，その他の臓器では有意な低下は認めなかった． 
さらに，尿細管への導入のメカニズムを検討するため，先に用いたDLOを同様に投与し，
投与前，超音波照射 3 時間後，翌日の 3 点で，尿中アルブミン濃度と尿中蛍光強度を測定
した．すると，照射 3 時間後に尿中アルブミンと蛍光強度が一過性に増加し，翌日には低
下することがわかった．このことから，同法により糸球体濾過膜の透過性が一過性に亢進
し，尿中へのオリゴヌクレオチドの排泄が増加することで，尿細管上皮細胞への再吸収も
亢進し，結果として尿細管上皮細胞への導入が増えるのではないかと考えられた． 
続いて，傷害腎でもオリゴヌクレオチドの導入が可能かを検討した．IRI 直後に DLO を
同法にて導入したところ， KIM1 陽性の傷害尿細管上皮細胞においても赤色蛍光の取り込
みを認めた．このことから，傷害尿細管においても，オリゴヌクレオチドの導入が可能で
あることが分かった． 
最後に，IRIモデルにて，IRI直後に siTNFαを導入しその傷害軽減効果を検討した． 
IRI後の傷害尿細管上皮細胞は TNFαの発現が亢進し，腎傷害を進行させることが知られて
おり，TNFαに対する中和抗体の投与が腎における虚血再潅流傷害を軽減させることがすで
に報告されている．しかし臨床においては，同薬の全身投与が感染症リスクを増大させる
ことが知られており，TNFαを腎特異的に制御することが臨床応用への大きな課題となって
いる．  
IRI24 時間後の検討では， siTNFα導入群では，非導入群と比較し腎での TNFαの有意な
発現低下を認めた．また KIM1 や TGFβ等の炎症性サイトカインの発現も，導入群において
有意に低下した． 
本研究により，マイクロバブル併用超音波照射法を用いることで，腎特異的に，機能的な
オリゴヌクレオチドの導入に成功した．また，同法により，腎特異的に TNFα の発現が抑
制され，IRIによる尿細管傷害を軽減することができた意義は大きい．本方法をさらに応用，
改良し，安全かつ臓器特異的にオリゴヌクレオチドを導入することが可能となれば，急性
腎傷害例などへの臨床応用も可能となると考えられる． 
